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論　文　の　内　容　の　要　旨
　AIDSを引き起こすヒト免疫不全ウイルス 1型（HIV-1）は，レトロウイルス科に属し，RNAをゲノムと
し宿主細胞で逆転写を経て染色体に感染する。HIV-1ゲノムの特徴として，ウイルス粒子形成に必須の gag， 
pol，および env遺伝子以外に調節遺伝子の tatと rev，さらにアクセサリー遺伝子の vif，vpr，vpu，および
nefを持つ。アクセサリータンパク質 Vprは，細胞周期の G2期停止，アポトーシス，および転写活性化な
ど多機能性を通して，ウイルス複製や AIDS発症を制御する。これらの機能は，Vprが相互作用する細胞内
因子が多数存在することに起因すると考えられている。当研究室で Yeast two-hybrid法を用いて Vprと相互
作用する因子を探索した結果，スプライシング関連タンパク質 Spliceosome associated protein 145を見出し
た。このことより Vprの新規機能としてスプライシングへの関与が考えられた。
　本研究では，最初に細胞側遺伝子のスプライシングに着目した。Vprによるスプライシング活性の変化を
観察するための基質として単純なスプライシングを受けるα -および β -globin遺伝子を選択し，これらを細
胞発現ベクターに組み込み pre-mRNA発現ベクターを構築した。このベクターを HeLa細胞に導入し，Vpr
の有無によるスプライシング活性の変化を RT-PCR，RNase protection assayおよび in vitro splicing assayで
調べた。その結果，転写されたα -globin 2および β -globin pre-mRNAは共に Vprの共発現で細胞内に蓄積し，
Vprには pre-mRNAを蓄積させる作用があることが明らかになった。次に Vprによる HIV-1のスプライシン
グヘの影響を調べた。HIV-1の alternative splicingに関与するスプライス部位を持つ pre-mRNA発現ベクター
を構築し，HeLa細胞に導入し RT-PCRでスプライスパターンの変化を検出した。結果，Vprの共発現でパター
ンに変化は観られなかったが，α -および β -globinの場合と同様に Vpr発現で pre-mRNAの蓄積が観察された。
　HIV-1の転写産物は，大きく分けて 9kb，4kb，および 2kbクラスに分かれ，9kbと 4kbの RNAは不完全
にスプライシングされた RNAである。ウイルスタンパク質 Revは HIV-1RNAの RREと呼ばれる cis配列に
結合し RNAを核外移行し，これら 9kbと 4kbからのタンパク質産生を可能にする。Vprによる pre-mRNA
の蓄積が Rev依存的タンパク質発現を促進する可能性が考えられた。当研究室では，Vprによる 4 kbクラ
－ 707 －
ス（Env）および rev mRNAレベルの上昇と tat mRNAの減少を観察している。そこで 4kb RNAから合成さ
れる Envタンパク質の量を調べた。その結果，Vpr発現で Env量が顕著に上昇し Vprは Rev依存的タンパ
ク質発現を促進することが示された。
　次に HIV-1のすべてのスプライス部位を持つがウイルス粒子を産生しない gag-pol¯vpr¯クローンを使い
Vprがウイルスの pre-mRNAを蓄積出来るか否か調べた。Revによる核外移行を防ぐために使用したコンス
トラクトは RRE配列も除いた。9kbと 4kb特異的なプライマー対を用い Real-time RT-PCRでそれぞれ定量
したところ Vprの共発現で 9kbと 4kbが共に蓄積することが明らかとなった。
　本研究により，Vprは細胞側とウイルス側の転写産物に対してともに pre-mRNAを蓄積させる作用があり
ウイルスの複製においてこの機能は Rev依存的タンパク質産生を促進させることが明らかとなった。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本研究は，HIV-1 Vprの新規機能として，細胞側の pre-mRNAおよび HIV-1 RNAのスプライシングに関与
することを世界に先駆けて明らかにしたものである。Vprと相互作用する因子として，スプライシング関連
タンパク質 SAP 145が単離された事実に着目し，Vprがスプライシングに関与するのではないかと想定し，
様々な工夫をこらした新しいアプローチから，多機能性タンパク質として知られる Vprの新しい機能を見
出した点は非常に高く評価される。特に，HIV-1の複数ある遺伝子産物のなかで HIV-1 RNAのスプライシ
ングを制御するウイルス因子の報告は Vprが初めてであり，今後の HIV-1/AIDSの研究分野に今後大きな貢
献をするものと期待される。また，これまで困難であった生細胞内でのスプライシング活性を測定する実験
系を確立した功績は大きく，得られた成果はウイルス学のみならずスプライシング研究に大きく貢献するも
のであり高く評価できる。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
